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学位申請論文の要約 
 
【序論】悪性中皮腫に関するゲノム解析の結果、染色体 9p21 に存在する INK4A
および ARF 領域の欠損が臨床検体の約 80%に見つかっており、悪性中皮腫で最
も頻度の高い遺伝子異常となっている。この領域には p14 および p16 遺伝子が
コードされており、同遺伝子の欠損は p53 と pRB のがん抑制機能の低下に繋が
っている。すなわち p14 分子は、p53 蛋白のユビキチン化を担う MDM2 分子の
機能を抑制するため、p14 遺伝子の欠損は MDM2 分子の過剰な活性化を引き起
こし、その結果 p53 分子の分解が促進されて同分子の発現低下を誘導する。ま
た p16 分子の欠失は CDK 分子の過剰な活性化を引き起こし、その結果 pRB 分
子のリン酸化が誘導され細胞周期が継続する結果となる。したがって、悪性中皮
腫では 2 つの重要ながん抑制経路が失活していることになる。 
そこで悪性中皮腫に p53 発現を上昇させると、p53 機能の回復が見られる一
方、p53 分子によって p21 発現誘導が起こり、CDK 分子の機能が抑制されて、
pRB 分子の脱リン酸化が生じ、その結果細胞周期が停止するはずである。事実
アデノウイルスベクター（Ad）によって p53 分子を発現させると、抗がん剤に
よる細胞死の誘導が容易になり、p21 分子の誘導によって細胞周期が G0/G1 期
に移行することが確認された。また Ad は自己増幅によって、感染した細胞の死
を誘導することが可能で、感染細胞より次々とウイルス粒子を放出し、周囲の組
織に細胞死を引き起こす。これを応用し、腫瘍細胞特異的なウイルス増殖（腫瘍
融解性ウイルス）によってがん治療の応用する研究が進んでいる。そこで本研究
では、p53 結合能を有する Ad の E1B-55kDa 分子をコードする領域欠損ウイルス
（Ad-delE1B）を使用して、MDM2 阻害薬との併用効果を検討した。Ad-delE1B
は自己増殖可能で、E1B-55kDa 欠損によって感染細胞に p53 分子の発現上昇と、
細胞融解を引き起こす。一方 MDM2 阻害剤（nutlin-3a および RG7112）は、MDM2
分子と p53 分子の結合を阻害し、MDM2 分子による p53 ユビキチン化を低下さ
せて、内因性の p53 分子の安定化を図ることが可能である。 
 
【結果】 
１．Ad-delE1B と MDM2 阻害剤による細胞増殖抑制効果 
ヒト悪性中皮腫細胞株（野生型 p53：MSTO-211H, NCI-H226, NCI-H28、変異
型 p53：EHMES-1, JMN-1B）に Ad-delE1B を感染させると、p53 の遺伝子型によ
らず細胞増殖能は低下し、siRNA を用いて p53 発現を低下させても、p53 の遺伝
子型に限らず Ad-delE1B の細胞増殖抑制効果は変わらなかった。一方、野生型
p53 細胞では Ad-delE1B の感染によって、p53 発現上昇、p53 リン酸化（セリン
残基 15）が生じていた。すなわち、Ad-delE1B の細胞増殖抑制効果は、発現上昇
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する p53 に因らず p53 経路に非依存的であった。一方 MDM2 阻害剤による細胞
増殖抑制効果は野生型 p53 細胞で高く、野生型細胞の p53 発現を siRNA で低下
させると、MDM2 阻害剤による細胞増殖抑制効果は消失した。また MDM2 阻害
剤は野生型 p53 細胞のみに、p53 発現上昇と p53 リン酸化を誘導した。したがっ
て、MDM2 阻害剤による細胞増殖抑制効果は p53 の遺伝子型と相関し、野生型
p53 細胞においてその効果を発揮した。 
２．Ad-delE1B と MDM2 阻害剤との併用効果 
Ad-delE1B に感染させたのちに MDM2 阻害剤を併用し、WST 法にて細胞増殖
抑制効果を検討すると、野生型 p53 細胞では併用は相乗効果をもたらしたが、
変異型細胞ではむしろ拮抗した結果となった。また dye exclusion 法を用いても
同様な結果であった。野生型 p53 細胞については、sub-G1 期の細胞割合、annexin-
V 陽性細胞数は、それぞれ単独処理に比較して併用では有意に増加していた。す
なわち、両者の併用効果は p53 経路の活性化と関連すると考えられた。 
３．Ad-delE1B と MDM2 阻害剤との併用効果 
両者の併用効果に関して、Western blot 法にて細胞内のシグナル系を解析した。
MDM2 阻害剤の種類によらず、Ad-delE1B との併用によって野生型 p53 細胞で
は p53、リン酸化 p53 は単独処理に比較して増加し、caspase-8, -9, -3 および PARP
分子の cleavage が生じ、さらに PUMA, Bax の増加も観察された。しかし、
autophagy の指標である Atg-5, Beclin-1, LC3A/B II の増加は見られず、併用によ
る細胞死の増加は apoptosis によるものと思われた。一方、変異型 p53 細胞では
このような apoptosis のシグナル系に影響がなかった。さらに野生型 p53 細胞で
は、両者の併用によって ATM と Chk2 のリン酸化が増加していたが、ATR Chk1
のリン酸化レベルは変化がなく、-H2AX およびリン酸化 KAP1 がやはり併用に
よって増加していた。すなわち、Ad-delE1B による DNA 傷害は MDM2 阻害剤
との併用によって、ATM-Chk2 経路を介して p53 のリン酸化に影響する可能性を
示唆された。 
さらに、ウイルスの増殖能について A549 細胞を用いた TCID50 値を測定する
ことによって検討した。野生型 p53 細胞では、両者の併用によって産生される
ウイルス量は、Ad-delE1B 単独に比較して有意に増加していたが、変異型 p53 細
胞では併用によっても産生ウイルス量の増加はなかった。そこで siRNA を使用
して p53 発現を低下させたところ、MDM2 阻害剤併用による野生型 p53 細胞に
おけるウイルス量増加は消失した。すなわち、これらの結果を纏めると MDM2
阻害剤による内因性 p53 発現の上昇は、Ad-delE1B の DNA 傷害応答を増強し、
当該ウイルスの複製を誘導し、その結果抗腫瘍効果を高めたと判断された。 
この抗腫瘍効果の増加を動物実験で確認するため、野生型 p53 細胞をヌード
マウスの胸腔内に投与し、その後 Ad-delE1B を胸腔内に、MDM2 阻害剤を腹腔
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内に投与し、一ヵ月後の胸腔内に生着した腫瘍の重量を測定した。その結果、Ad-
delE1B あるいは MDM2 阻害剤単独投与群に比較して、両者併用群では有意に腫
瘍重量が低下していた。 
４．Ad の増幅に関与する細胞内因子の解析 
MDM 阻害剤併用によって野生型 p53 細胞では Ad-delE1B の増幅が上昇する
点から、同ウイルスの複製に関与する細胞内因子の発現を検討したところ、NFI
のみが併用による発現量の上昇が観察された。そこで免疫染色法によって、この
発現上昇と細胞内局在を確認した。NFI 自体は MDM2 阻害剤単独での上昇はご
く僅かであり、主に Ad-delE1B によって発現上昇がもたらされ、併用によって
著しくその発現が増強していた。一方変異型 p53 細胞では併用による NFI の発
現上昇はみられなかった。また、NFI には複数のアイソタイプの存在が知られて
いるが、発現上昇がみられるのは NFX であり、他のアイソタイプでは併用に一
致して発現上昇をきたしたものはなかった。この発現上昇に p53 が関与するこ
とから、p53 遺伝子を発現できる Ad-p53 で野生型 p53 細胞を処理すると、Ad-
p53 のウイルス量に応じて NFI の発現量が増加し、siRNA によって p53 発現を
低下させると NFI の発現上昇が消失した。すなわち、NFI は p53 分子によって
発現が調節されていた。 
一方、NFI 発現を siRNA で低下させると、野生型 p53 細胞ではウイルス複製
の指標であるE1A発現が低下し、その結果Ad-delE1Bによる caspase-3の cleavage
も低下した。この時さらに p53 発現も低下した。すなわちこの結果は、NFI と
p53 は相互に発現を制御していることを示唆している。 
 
【考察】Ad-delE1B は野生型 p53 悪性中皮腫に p53 発現を増強させるも、その
p53 がウイルス増殖による細胞死誘導には関与しない。しかし、Ad-delE1B によ
る内因性 p53 発現上昇を、さらに MDM2 阻害剤で増強させると、p53 経路活性
化による caspase や PARP の cleavage が生じ、apoptosis による細胞死が増強して
いた。このときウイルス複製が増加し、それによる DNA 傷害が ATM-Chk2 経路
を介して p53 のリン酸化を誘導し、さらに p53 経路が活性化されていると考え
られた。Ad-delE1B ウイルス DNA の複製が細胞内のセンサーによって DNA 傷
害と認識されて p53 経路が活性化される一方、ウイルスによって発現誘導され
た NFI が p53 発現上昇によってさらに増強し、これが当該ウイルスの複製増加
に結びついたと想定される。これら一連の経路は、ウイルス複製にとって正の方
向に制御されていることを示しており、Ad の複製は p53 発現によって増強され
る可能性を意味している。一方興味深いことに、NFI 発現の低下は p53 発現の低
下を誘導した。しかし NFI の強制発現系で、NFI と p53 との相互作用を検討で
きていないので、Ad-NF1 を使用した実験が必要と思われる。 
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NFI と p53 の相互作用は過去に報告例は少ない。ヒト肝がん細胞を用いた例
では、p53 分子は NFI 発現を負に制御するという報告があり（Oncol Rep 33: 1335, 
2015）、本研究とは全く逆の結果である。一方 NFI が p53 を正の方向に制御する
という論文（Mol Cell Biol 26: 5663, 2006）と負の方向に制御するという論文
（Neuro-Oncol 16: 191, 2014）がある。NFI 結合部位が p53 の転写調節領域にある
ことは知られているが、p53 結合部位が NFI の調整領域にはなくまた NFI 分子
と p53 分子の直接的な結合も報告されていない。NFI と p53 の発現調節には、そ
の他の因子も関与することから、両分子の相互反応は細胞特異性が関与する可
能性がある。 
本研究は悪性中皮腫にとって p53 経路の発現が細胞死の誘導にとって一定の
役割を果たすことを意味している。腫瘍融解性ウイルス増殖による細胞死は、腫
瘍の遺伝子型によらないが、p53 発現上昇は抗腫瘍効果の増強に寄与する可能性
がある。Ad-delE1B は中国で認可され、米国でも多くの臨床試験が実施され安全
性が確保されている。MDM2 阻害剤である nutlin-3a および RG7112 についての
臨床試験は途中で中断されているが、MDM2 阻害についての薬剤開発は進行中
である。悪性中皮腫の遺伝的特性から、MDM2 阻害剤の安全性が確保された段
階で、両者の併用が考慮されてよいと考えられる。 
 
【結論】複製可能な Ad-delE1B は内因性 p53 発現を上昇させるが、ウイルス増
殖による細胞死誘導は p53 非依存的である。しかし MDM2 阻害剤によってさら
にその内因性 p53 発現を上昇させると、ウイルス増殖を正に調節する NFI 発現
が誘導されて、ATM-Chk2 経路を介した DNA 傷害シグナルの結果、p53 のリン
酸化が誘導されて、p53 経路依存的な apoptosis が誘導された。野生型 p53 を有
する悪性中皮腫には、Ad-delE1B に MDM2 阻害剤を併用すると相乗的な抗腫瘍
効果が誘導され、同疾患の分子標的治療の一つとして p53 は重要な役割を果た
すと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
